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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON BIOSTATIN (TT-232 TRIACETAT) UND SEINE ANALOGA 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for synthesising biostatin (TT 232) by means of solid phase synthesis on a polymer support, by 
L ..J gradually building up the peptide using amino acids derivatized with protective groups. According to said method, the protective groups are 
31 split off and the peptide is detached from the solid phase. The disulphide bond is closed through the oxidation of the completely or partially 
built up peptide in the presence of a suitable solvent for as long as the peptide remains bound to the solid phase. The invention also relates to 
a method for synthesising biostatin (TT232) by means of peptide synthesis in solution. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Synihese von Biostatin (TT-232) mittels Festphasensynthese an einem polymeren Trager 
durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutzgruppen 
abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelost wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden 
vorliegt. Die Erfmdung betrifft weiter ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mittels Peptidsynthese in Losung. 
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(57) Abstract 



The invention relates to a method for synthesising biostatin (TT-232) by means of solid phase synthesis on a polymer support, by 
gradually building up the peptide using amino acids derivatized with protective groups. According to said method, the protective groups 
are split off and the peptide is detached from the solid phase. The disulphide bond is closed through the oxidation of the completely or 
partially synthesised peptide in the presence of a suitable solvent for as long as the peptide remains bound to the solid phase. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mittels Festphasensynthese an einem polymeren Trager 
durch stufenweises Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutzgruppen 
abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelOst wird, wobei die DisulfidbrQcke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Ldsungsmittels geschlossen wird, solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden 
vorliegt. 
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Verfahren zur Herstellung von BIOSTATIN (TT-232 Triac tat) 

und seine Analoga 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin 
mittels Festphasensynthese. 

Zur Synthese von Peptiden sind dem Fachmann verschiedene Verfahren 
bekannt. Es handelt sich dabei zum einen um Flussigphasenmethoden, 
welche auf Shemyakin (Tetrahedron Lett. (1965), 2323 f.) zuriickgehen, 
und zum anderen um Festphasenverfahren, welche erstmals von Merrifield 
(R.B, Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 (1963) 2149) beschrieben wurden. 

Die Verfahren der Festphasen- und Fliissigphasensynthese sind seither 
weiterentwickelt und erhebllch verbessert worden, es wird hierzu beispiels- 
weise auf "Peptide, Chemie und Biologie", Hans Dieter Jakubke, Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg-Berlin-Oxford, 1 996, ISBN 3-8274-0000-7 
verwiesen. Dieses Lehrbuch beschreibt Methoden der klassischen als auch 
der Merrifield-Peptid-Synthese. Derzeit wird zur Peptidsynthese in erster 
Linie die Peptidsynthese in Losung angewandt. Insbesondere bei der 
Synthese von Peptiden, welche mindestens eine Disulfidbrucke ausbilden 
sollen, besteht im Hinblick auf die Synthese in Losung allerdings der der 
Methode inharente Nachteil, dalS diese Disulfidbrucke durch Oxidation in 
hoher Verdunnung gebildet werden muR. Dies ist im klassischen Verfahren 
der Peptidsynthese in Losung notig, um die erforderliche ortliche Trennung 
der einzelnen Reaktionszentren zu bewirken und damit eine effektive 
Cyclisierung zu ermoglichen. 

Das Peptid Biostatin {TT-232) ist ein Analogon des Somatostatins und weist 
Starke in vitro und in vivo Antitumoraktivitat auf. 
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Somatostatin ist ein naturlich vorkommendes Tetradecapeptid, welches die 
Bildung von Wachstumshormon und die Sekretion weiterer endokriner 
MolekCile, wie z.B. Glucagon, Insulin und Gastrin, inhibiert. Somatostatin 
inhibiert oder reguliert einige Zellfunktionen und es wurde daruber hinaus 
festgestellt, daB es wichtige endogene antiproliferative Aktivitat entfaltet. 
Es wurde auBerdem ein inhibitorischer Effekt von Somatostatin und seinen 
Analoga auf Tumoren gezeigt. In den letzten Jahren wurden einige 
Somatostatinanaioga entwickelt, welche langere Wirkungszeiten als das 
native Hormon und bessere Antitumorwirksamkeit aufweisen. Es wurde 
daher viel Muhe aufgewandt, tumorselektive Somatostatinanaioga zu 
entwickein, wobei insbesondere auch die leichte Herstellbarkeit eine Rolle 
spielt. 

Eines dieser Analoga ist ein Molekiil mit einer 5-Ringstruktur mit der 

folgenden Sequenz: 

D-Phe- Cys-Tyr-D-Trp-Lys-CY S-Thr-NHg. 

Das Molekul wurde TT-232 bzw. Biostatin genannt. Dieses Somatostatin- 
analogon hat praktisch keinen inhibitorischen Effekt auf die Wachstumshor- 
monsf reisetzung, zeigt aber starke Antitumorwirksamkeit in vivo und in vitro 
und induziert die Apoptose. Die Verbindung inhibiert die Tyrosinkinase- 
Aktivitat verschiedener menschlicher Darmtumorzellinien, wobei diese 
Inhibition sehr gut mit der beobachteten Inhibition der Zellproliferation 
ubereinstimmte. 

Die Herstellung von Octa- bzw. Heptapeptid-Derivaten wird beispieisweise 
in der EP-A-0 505 680 beschrieben. Dort wird aber fiir eine effektive 
Cyclisierung uber die beiden Cystein-Reste das Peptid zuerst von der festen 
Phase abgetrennt, die Losung stark verdunnt und dann die Oxidation 
bewirkt. Diese Art der Herstellung erf ordert aber weitere Auf konzentrations- 
und Reinigungsschritte. 
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Aufgabe der vorliegenden Erf indung war es daher, Verf ahren bereitzustellen, 
durch welches Biostatin besonders leicht und mit besonders hoher Ausbeute 
an freigesetztem Peptidamid nach der Disulfidoxidation erhalten werden 
kann. 



Eine weitere Aufgabe war es, die Herstellung von Biostatin in einer soichen 
Weise zu ermoglichen, dalS eine leichte Aufarbeitung des erhaltenen 
Produkts erfolgen kann. 

Gelost werden diese Aufgaben zur Synthese von Biostatin (TT 232) in 
einem ersten erfindungsgemaBen Verfahren durch Festphasensynthese an 
einem polymeren Trager durch stufenweises Aufbau des Peptids unter 
Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach 
die Schutzgruppen abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelost 
wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder 
teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmit- 
tels geschlossen wird solange das Peptid noch an die teste Phase gebunden 
voriiegt. 

Die im Rahmen des erfindungsgemalSen Verfahrens angewandte Festpha- 
sensynthese kann in dem Fachmann an sich bekannter Weise durchgefuhrt 
werden. Die hierfur geeigneten Festphasenmaterialien, die benotigten 
Reagenzien, Puffer, Reaktionsbedingungen und einzusetzenden Schutz- 
gruppen fur die Aminosauren sind dem Fachmann bekannt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren basiert auf der Feststellung, dali die 
ortliche Trennung der Reaktionszentren bei der Bildung der Disulfidbrucken 
in Biostatin in ausreichender Weise gewahrleistet ist, wenn die Oxidation 
erfolgt, solange das Peptid noch an die teste Phase gebunden ist, 

Im Rahmen der Erfindung ist es sowohl moglich, direkt nach Synthese 
desjenigen Teils von Biostatin, welcher die zu verbriickenden Sulfhydryl- 
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gruppen enthalt, eine Oxidation und damit Ausbildung der Disulfidbrucke zu 
bewirken, und dann das Peptid fertig zu synthetisieren, als auch zuerst das 
vollstandige Peptid zu synthetisieren und danach die Oxidation durchzufuh- 
ren. MaBgebiich ist jedoch, daS die Oxidation erfolgen nnufS, solange das 
Peptid festphasen-gebunden vorliegt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es bevorzugt, die Oxidation vor 
Abspaltung der Schutzgruppen des Peptids durchzufuhren. 

Zur Oxidation konnen alle auch bisher bereits fiir in Losung durchgefuhrte 
Verfahren bekannte Oxidationsmittel eingesetzt werden. Geeignete 
Oxidationsmittel sind dem Fachmann daher bekannt. Beispiele fiir derartige 
Oxidationsmittel sind Silber-, Quecksilber-oderThalliumsaIze, Jod, Peroxide 
Oder Sauerstoff. Diese Oxidationsmittel werden in Gegenwart eines 
geeigneten Losungsmittels oder Ldsungsmittelgemisches angewandt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird besonders bevorzugt als 
Oxidationsmittel Jod, beispielsweise in essigsaurer Losung oder in einem 
Losungsmittel auf Basis von N,N-Dimethylformamid eingesetzt. 

Nach abgeschlossener Oxidation erfolgen Waschungen des polymergebun- 
denen Peptids mit verschiedenen Losungmittein bzw. Losungsmittelgemi- 
schen. Hierzu konnen z.B. N,N-Dimethylformamid, Methanol, Essigsaure und 
Wasser oder aber auch Losungen von komplexierenden Reagenzien oder 
Reduktionsmittein, wie insbesondere Thiosulfat oder Ascorbinsaure 
eingesetzt werden. 

Das erfindungsgemaRe Verfahren wird vorteilhaft an einer festen Phase 
durchgefuhrt, welche eine saurelabile Ankergruppe (acid labile anchoring 
bond, ALAB) aufweist. Besonders bevorzugt wird als feste Phase ein 
Polymer, insbesondere Polystyrol, eingesetzt. Vorteilhaft konnen auch 
modifizierte Harze verwendet werden, wie Aminomethylpolystyrol (AMPS), 
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Ben2hydrylamin-{BHA-PS) und Methylbenzhydrolamino-polystyrol (MBHA- 
PS). Die teste Phase kann dabei in fCir die Festphasensynthese liblicher Form 
eingesetzt werden. Bevorzugt wird die Festphase in Form von Kugelchen, 
sogenannter "Beads", eingesetzt. 



Geeignete Ankergruppen sind in der Festphasenchemie iibliche Anker, 
welche die Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager in einfacher 
Weise erlauben. Besonders bevorzugt sind im Rahmen der Erfindung 
Ankergruppen, welche die Abspaltung des Peptids als Amid ermoglichen. 
Beispielhafte mit einer saurelabilen Ankergruppe derivatisierte Polymere 
(ALAB-P) sind 5-(9-amino)xanthen-2yl-)oxyveryl-4'-methyl-benzhydrylamino- 
polystyrol und 4-(2',4'-dimethoxyphenyl)-aminomethyl-phenoxyacetyl-4"- 
methyl benzhydrylamino-polystyrol. 



Besonders bevorzugte Ankergruppierungen sind desweiteren 4-Hydroxyme- 
thyl-benzoesaure (HBMA), 9-Amino-xanthenyl-3-hydrol (Xant) oder pI(R,5)- 
a-(1-{9H-Fluoren-9-yl)methoxyformamidol-2,4-dimethoxyben2yl]-phenoxy- 
essigsaure [MEOBP], Am meisten bevorzugt sind im Rahmen der Erfindung 
die Xant- und die MEOBP-Gruppierung. 



Die Synthese wird im erfindungsgemaSen Verfahren bevorzugt mit der 
Fmoc-/tert. Butyl-Strategie durchgefuhrt. Dies bedeutet, daB die zum 
Aufbau des Peptids benotigten Aminosauren an der Aminogruppe mit einer 
Fmoc-Schutzgruppe und an den Seitenkettengruppierungen mit tert. 
Butylgruppen derivatisiert sind. Die Fmoc-Schutzgruppe ist dabei eine 
temporare Schutzgruppe, da sie bei der Ausbildung des Peptids abgespalten 
wird, und lediglich eine Fmoc-Gruppe am N-Terminus des synthetisierten, 
festphasengebundenen Peptids verbleibt. 

Die Sulfhydrylgruppen der Cysteine werden vorteilhaft mit Trityl- oder Acm- 
schutzgruppen derivatisiert. Es ist auljerdem besonders bevorzugt, die N- 
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terminal letzte Aminosaure im Sequenzaufbau als N-alpha Boc-geschutztes 
Aminosaurederivat einzusetzen. 

Im Rahmen des erfindungegemalSen Syntheseverfahrens werden die 
folgenden Schritte durchlaufen: 

1 . Beladung des polymeren Tragers mit dem Anker und/oder dem ersten 
Aminosaurederivat 

2. Aufbau der Peptidsequenz 

3. Knupfung der Disulfidbriicke 

4. Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager und/oder der 
Schutzgruppenabspaltung 

5. Schutzgruppenabspaltung (sofern nicht bereits unter 4. erfolgt). 

Zur Abspaltung der im synthetisierten Peptid enthaltenen Schutzgruppen 
konnen literaturbekannte Methoden, z.B. Zugabe von verdunnter Piperidinlo- 
sung, angewandt werden. 

Die Abspaltung der Peptide vom polymeren Trager erfolgt ebenfalls nach an 
sich bekannten Methoden. Im Fall der saurelabilen Ankergruppen erfolgt die 
Abspaltung sauer, besonders bevorzugt mit konzentrierter oder verdunnter 
Trifluoressigsaure. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen der von der Festphase gelosten Peptide 
erfolgt in der Regel ebenfalls durch Saurezugabe, bevorzugt wiederum 
mittels Trifluoressigsaure. Nach der Abspaltung der Peptide konnen 
gewunschtenfalls weitere Reinigungs- oder/und Konzentrationsschritte 
durchgefuhrt werden. Eine Reinigung kann hierbei vorteilhaft mittels 
praparativer HPLC erfolgen. 

Die Synthese gemafJ dem erfindungsgemalSen Verfahren geht in einer 
besonders bevorzugten Ausfuhrungsform von Fmoc-Threonin(tert. butyl- 
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ether)amid aus, welches kovalent an eine Polystyrol-Festphase uber eine 
saurelabile Xanthenyl-Ankergruppierung gebunden ist. 



In der Folge warden die einzelnen geschutzten Aminosauren zugegeben 
unter Bildung eines Festphasen-gebundenen geschutzten Peptids. Zur 
Ausbildung der Disulfidbrucke wird das Heptapeptid sodann an der 
Festphase durch Zugabe von Jod/N,N-Dimethylformamid oder Essigsaure 
oxidiert und das cyclisierte Heptapeptid durch Saurebehandlung vom Trager 
abgelost. Gleichzeitig werden alle Schutzgruppen an Seitenketten des 
Peptids abgespalten. 



Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Synthase von Biostatin (TT-232) mittels Peptidsynthese in Losung durch 
stuf en weisan Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen 
derivatisierten Aminosauren, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines 
geeigneten Losungsmittels geschlossen wird und das Biostatin nach 
Entfernen des Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen des Produkts 
erhalten wird, 



Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht eine im Vergleich zum Stand 
der Technik sehr effektive und einfache Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung. Insbesondere bei der bevorzugten Verfahrens- 
f lihrung unter Verwendung von mit Ddz (3,5-Dimethoxybenzyl-a,a-dimethyl- 
oxycarbonyl oder 2[(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-oxycarbonyl]-propyl) als 
Schutzgruppe derivatisierten Aminosauren zum Peptidaufbau konnen hohe 
Ausbeuten des Produkts auf einfache Weise erhalten werden. Das 
erfindungsgemafSe Verfahren weist auBerdem den Vorteil auf, dalS nach 
vollendetem Peptidaufbau in ieichter Weise die Oxidation erfolgen kann, Es 
ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt, die Oxidation vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen durchzufuhren, allerdings ist eine 
Verfahrensfuhrung mit Abspaltung der Schutzgruppen vor der Oxidation 
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ebenfalls moglich, auch wenn die Ausbeuten mit dieser Variante etwas 
geringer sind. 

Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemaSen Verfahrens liegt darin, dafS 
nach erfolgter Oxidation und damit intramolekularem RingschluS uber die 
beiden Cystein-Reste die Reaktionslosung abgedampft warden kann und auf 
diese Art und Weise das Produkt erhalten wird. Gegebenenfalls wird das 
Produkt noch gewaschen, z.B. mit Ether, und danach erneut abgesaugt und 
getrocknet. 

Im erfindungsgemafSen Verfahren sind vorzugsweise die folgenden 
Syntheseschritte nacheinander durchzufiihren: 

1 . Kopplung von Ddz-geschutztem Cys ( Acm) an tert.-Butyl-geschiitztes 
Treonin 

2. Ersatz der Schutzgruppe Ddz durch Trifluoressigsaure, 

3. Anfugen eines Ddz-geschutzten Lysin (Z), 

4. Ersatz der Ddz-Schutzgruppe durch Trifluoressigsaure 

5. Anfiigung des Ddz-geschutzten D-Trp 

6. Entfernung der Ddz-Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure 

7. Anfugung des Ddz-geschutzten Tyr (Tbu) 

8. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe und Ersatz durch Trifluoressigsaure 

9. Anfugen des Ddz-geschutzten Cys (Acm) 

10. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe mit Trifluoressigsaure 

1 1 . Anfugen des Boc-geschutzten D-Phe 

12. Ersatz des Boc durch Trifluoressigsaure 

13. Oxidation und Aufarbeitung des Produkts durch Abdampfen des 
Losungsmittels und Waschen. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die Oxidation mit dem voll 
geschutzten Peptid durchgefuhrt, wogegen in der anderen Ausf Cihrungsform 
in Schritt 1 1 teilweise bereits die Schutzgruppen entfernt werden, so dad 
lediglich die Acm-Gruppen am Cystein verbleiben. 
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Das erfindungsgemaRe Verfahren, welches ein zweiter Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist, ermoglicht eine einfache Peptidsynthese in 
Losung, bei der sowohl die Oxidation als auch die Aufarbeitung sehr leicht 
durchzufuhren sind. Durch Oxidation des noch tert.-Butyl-geschutzten 
Biostatins wird eine besonders hohe Ausbeute von ca. 70 bis 80 % der 
Theorie erhalten. 

Weitere Ausgestaltungen des erfindungsgemafSen Verfahrens konnen aus 
den Beispielen 4 und 5 ersehen werden. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter eriautern. 

Beispiel 1 : 

Stufe 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Linker 

395g Fmoc-MEOBP-MBHA-Harz (Beladung 0,84 mmol/g) werden unter 
Verwendung von 1,5 I N.N-Dimethylformamid in ein nriit einer Bodenfritte 
versehenes ReaktionsgefaB uberfiihrt und durch Taumein gemischt; nach 5 
Minuten wird abgesaugt. Die Taumelbewegung wird wahrend aller Wasch- 
und Reaktionsschritten aufrechterhalten. Es folgt ein DMF-Waschschritt, 
dazu werden 1,5 I N.N-Dimethylfornnamid in das ReaktionsgefaB gefullt, 
nach 5 Minuten wird das N.N-Dimethyiformamld abgesaugt, Es werden 1,5 
I 50 % Piperidin in N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten 
wird die Piperidinlosung abgesaugt und erneut 1,5 I 50 % Piperidin in 
N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 30 Minuten wird die 
Piperidinlosung abgesaugt und erneut 1 ,5 L 50 % Piperidin in N.N-Dimethyl- 
formamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten wird die Piperidinlosung 
abgesaugt, anschlieBend werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 2, Kupplung von Fnnoc-Thr(tBu) 



PCT/EP99/06I31 



Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung {Stufe 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 267,1 g (672 mmol) Fmoc-Thr(tBu) 
in 375 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt^HzO in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaB zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 1 ) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es werden 4 DMFWaschschritte 
(s^o.) durchgefuhrt. 

Stufe 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 1 beschrieben abgespalten, 
wobei bei dem DMF-feuchten Harz auf den einleitenden Quellvorgang 
verzichtet wird. 

Stufe 4, Kupplung yon Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 3) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 393,6 g (672 mmol) Fmoc-Cys (Trt) 
in 375 N.N-Dimethylformamid, 104,4g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaR zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 196,8 g (336 mmol) 
Fmoc-Cys(Trt) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
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HOBt^HjO in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaB 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunde 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 5, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 6, Kupplung von Fmoc-Lys{Boc) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 5) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 31 4,9 g {672 mmol) Fmoc-Lys(Boc) 
in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g {672 mmol) HOBt^HsO in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaU zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 5) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 157,4 g (336 mmol) 
Fmoc-Lys(Boc) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
H0Bt*H20 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaB 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMFWaschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 7, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 
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Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 8, Kupplung von Fmoc-D-Trp 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 7) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 286,8 g (672 mmol) Fmoc-D-Trp in 
500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaB zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 7) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 143,3 g (336 mmol) 
Fmoc-D-Trp in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
HOBt^HjO in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N-N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaB 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 9, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 10, Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 9) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 308,8 g (672 mmol) Fmoc-Tyr(tBu) 
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in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefafS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 9) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 154,4 g (336 mmol) 
Fmoc-Tyr(tBu) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
H0Bt*H20 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefafS 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 11, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten, 
Stufe 12, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufel 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 393,6 g (672 mmol) Fmoc-Cys (Trt) 
in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefalS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 11) gegeben, dann erfolgt die Zugabe 
von 228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 196,8 g (336 mmol) 
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Fmoc-Cys (Trt) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
H0Bt*H20 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaS 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 1 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten 
Stufe 14, Kupplung von Boc-D-Phe 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufel 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 178,3 g (672 mmol) Boc-D-Phe in 
500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefalS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 1 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe 
von 228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 89,1 g (336 mmol) Boc- 
D-Phe in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) HOBt^HsO in 
1 25 ml N.N-Dimethylformamid und 1 07,9 g TBTU in 400 ml N.N-Dimethyl- 
formamid. Diese Losungen werden in das Reaktionsgefad gegeben, dann 
erfolgt die Zugabe von 1 14,3 ml DIEA, Nach 1 Stunden Reaktionszeit wird 
eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen 
untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es werden 4 DMF- 
Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 1 5, Umsetzung mit B0C2O 
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Das aus Stufe 14 resultierende Produkt wird mit 4 1 N.N-Dimethylformamid 
versetzt und 20 Minuten agititiert. Dann werden 400 g BocjO zugegeben, 
nach 5 Minuten werden in 5 Minuten Abstand 3 Portionen DIEA a 200 ml 
zugegeben. Nach 1000 Minuten wird abgesaugt, es folgen 5 DMF-Wasch- 
schritte (s.o.) a 3 I und 3 analoge MeOH-Waschschritte wobei jeweils 2,5 
I MeOH eingesetzt werden. Nach 16 stundigem Trocknen im Hochvakuum 
werden 833 g polymergebundenes Peptid erhalten. 

Stufe 1 6, Knupfung der Disulfidbrucke 

Zu 833 g polymergebundenem Peptid (0,37 mmol Peptid/g Peptid-Trager- 
konjugat) aus Stufe 15 wird eine Losung von 416,5 g Jod in 6 I N.N-Di- 
methylformamid gegeben. Nach 60 Minuten wird abgesaugt und mit 8 I 
N.N-Dimethylformamid versetzt. Nach 60 Minuten wird abgesaugt, es 
folgen 4 DMF-Waschschritte (s.o.) a 8 I. Folgende Prozedur wird 3 mal 
durchgefiihrt: Es werden 8 I N.N-Dimethylformamid und 2 I 10 %ige 
Na2S203-L6sung zugegeben. Nach 5 Minuten wird abgesaugt, es folgen 3 
Waschschritte mit einer Mischung aus 8 I N.N-Dimethylformamid und 2 I 
Wasser sowie 2 DMF-Waschschritte a 8 I. AnschliefSend wird je 3 mal mit 
Wasser, Methanol, Wasser und Methanol gewaschen und uber Nacht im 
Hochvakuum getrocknet. Auswaage 672,4 g (0,45 mmol Peptid/g Peptid- 
Tragerkonjugat) . 

Stufe 17, Abspaltung vom Polymer 

Zu 672,4 g polymergebundenem Peptid aus Stufe 1 6 wird eine Losung von 
je 120 ml m-Cresol und Wasser in 6 I Trifluoressigsaure (Abspaltreagenz) 
gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Danach saugt 
man ab und versetzt das Harz erneut mit Abspaltreagenz. Die erste 
Nachspaltung wird nach 30 Minuten abgesaugt, es folgen Nachspaltungen 
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von einer bzw. zwei Stunden Dauer. Die jeweiligen Filtrate werden am 
Rotationsverdampfer bei 30 *C Wasserbadtemperatur im Wasserstrahl- 
vakuum eingedamft. Der Riickstand wird mit 3 I Ether verruhrt, iiber eine 
P3-Fritte abgesaugt und 3 mal mit je 1,5 I Ether gewaschen. Nach 16 
stundigem Trocknen im Hochvakuum werden insgesamt 231,85 g Peptid 
erhalten. 

Ausbeute: 13,4% d.Th. uber alle Stufen, 14,8% bezogen auf die Abspal- 
tung 

Beispiel 2: 

Stufe 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Linker 

3,64 g Fmoc-XANT-Harz (Beladung 0,55 mmol/g) werden unter Verwen- 
dung von 25 ml N.N-Dimethylformamid in ein mit einer Bodenfritte 
versehenes ReaktionsgefaB uberfuhrt, geschuttelt; nach 5 Minuten wird 
abgesaugt. Das Schiitteln wird wahrend alien Wasch- und Reaktionsschrit- 
ten aufrechterhalten. Es folgt ein DMF-Waschschritt, dazu werden 25 ml 
N-N-Dimethylformamid in das ReaktionsgefaB gefullt, nach 5 Minuten wird 
das N.N-Dimethylformamid abgesaugt. Es werden 25 ml 50 % Piperidin in 
N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten wird die Piperidin- 
losung abgesaugt und erneut 25 ml 50 % Piperidin in N.N-Dimethylform- 
amid (v/v) zugegeben. Nach 25 Minuten wird die Piperidinlosung abgesaugt 
und 25 ml 50 % Piperidin in N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 
5 Minuten wird die Piperidinlosung abgesaugt, anschlieBend werden 5 DMF- 
Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 2, Kupplung von Fmoc-Thr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1 ) 
werden 2,39 g (6 mmol) Fmoc-Thr(tBu), 1,12 g (1,2 mmol) H0Bt*H20 und 
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2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaB zu dem debiockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml {12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 1 beschrieben abgespalten, 
wobei bei dem DMF-feuchten Harz auf den einleitenden Quellvorgang 
verzichtet wird. 

Stufe 4, Kupplung von Fmoc-Cys{Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 3) 
werden 3,51 g (6 mmol) Fmoc-Cys (Trt), 1J 2 g (7,2 mmol) H0Bt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem debiockierten Linkerpolymer 
(Stufe 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 5, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 6, Kupplung von Fmoc-Lys(Boc) 



Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 5) 
werden 2,81 g (6 mmol) Fmoc-Lys(Boc), 1,1 2 g (7,2 mmol) H0Bt*H20 und 
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2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefafS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 5) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04nnL {12mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnonnmen, gewasciien 
und auf f reie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 7, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 8, Kupplung von Fmoc-D-Trp 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 7) 
werden 2,56 g (6 mmol) Fmoc-D-Trp, 1,12 g (7,2 mmol) HOBt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefafS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 7) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 9, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 10, Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 9) 
werden 2,76 g (6 mmol) Fmoc-Tyr (tBu), 1J 2 g (7,2 mmol) H0Bt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost, Diese 
Losung wird in das Reaktionsgefafi zu dem deblockierten Linkerpolymer 
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(Stufe 9) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 1 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzrruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 1 2, Kupplung von Fnnoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1 1) 
werden 3,51 g (6 mmol) Fmoc-Cys(Trt), 1,12 g {7,2 mmol) HOBt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefafS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s,o.) durchgefuhrt. 

Stufe 1 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 14, Kupplung von Boc-D-Phe 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 13) 
werden 1,59 g (6 mmol) Boc-D-Phe, 1,12 g (7,2 mmol) HOBt^HjO und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefalS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
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und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 1 5, Knupfung der Disulfidbrucke 

Zu 5 g polymergebundenem Peptid (0,30 mMoI Peptid/g Peptid-Tragerkon- 
jugat) aus Stufe 14 wird eine Losung von 2,5 g Jod in 50 ml N.N-Dimethyl- 
formamid gegeben. Nach 60 Minuten wird abgesaugt und mit 50 ml 
N.N-Dlmethylformamid versetzt. Nach 60 Minuten wird abgesaugt, es 
folgen 4 DMF-Waschschritte (s.o.) a 50 ml. Folgende Prozedur wird 3 mal 
durchgefuhrt: Es werden 16 ml N.N-Dlmethylformamid und 4 ml 10 %ige 
Na2S203-L6sung zugegeben. Nach 5 Minuten wird abgesaugt, es folgen 3 
DMF-Waschschritte. AnschlieRend wird je 3 mal mit Wasser, Methanol, 
Wasser und Methanol gewaschen und uber Nacht im Hochvakuum 
getrocknet. Auswaage 4,1 g (0,34 mmol Peptid/g Peptid-Tragerkonjugat). 

Stufe 16, Abspaltung vom Polymer und anschlieBende Abspaltung der 
Schutzgruppen 

1 g polymergebundenes Peptid werden 1 0 mal f ur je 1 0 Minuten mit jeweils 
5 ml 1 % Trifluoressigsaure in Dichlormethan versetzt. AnschlieSend wird 
3 mal mit 5 % Trifluoressigsaure in Dichlormethan abgespalten. Die 
Abspaltlosungen werden gepoolt, eingedampft und 30 Minuten in 2,5 ml 
Trifluoressigsaure geruhrt. Dann wird in 20 ml Ether prazipitiert, uber eine 
P3-Fritte abgesaugt und 3 mal mit je 10 ml Ether gewaschen. Nach 16 
stiindigem Trocknen im Hochvakuum werden 332 mg Peptid erhalten. 



Ausbeute: 23,9 % d.Th. uber alie Stufen, 

33,0 % bezogen auf die Abspaltung 
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Beispiel 3: Disulfid-Oxidation mit Thallium-trifluoracetat 



Zunachst wird eine Festphasensynthese wie in Beispiel 1 beschrieben 
durchgefuhrt, jedoch an einem BHA-PS (Beladung 1 mmol/g) das mit 
MEOBP-Linker beladen wird. Es wird FmocCys{Acm) statt Fmoc-Cys{Trt) 
verwendet. 

1 36 mg TI(TFA)3 werden in 1 ml N.N-Dimethylformamid gelost (Oxidations- 
losung), 0,5 g polymergebundenes Peptid (0,38 mmol Peptid/g Peptid-Tra- 
gerkonjugat) werden 5 Minuten mit 3 ml N.N-Dimethylformamid geschuttelt, 
dann werden 0,725 ml Oxidationslosung zugegeben. Nach 30 miniitigem 
Schuttein bei 25 *C wird abgesaugt, und mit je 5 ml der folgenden 
Losungsmittel gewaschen: 3x N.N-Dimethylformamid, 3x MeOH, 1x10% 
HAc in N.N-Dimethylformamid, 1x5% EDTA in H2O, 1x10% HAc in 
N.N-Dimethyiformamid, 1x5% EDTA in H2O, 1x10% HAc in N.N-Di- 
methylformamid,^! X 5 % EDTA in H2O, 1 x H2O, 3x10% HAc in MeOH, 
3 X 10 % HAc in H2O, 3 x N.N-Dimethylformamid, 3 x MeOH, 3 x H2O, 3 
X MeOH. Es wird Ciber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Auswaage 420 
mg (0,40 mmol Peptid/g Peptid-Tragerkonjugat). 

Es werden 0,25 ml Triethylsilan mit 10 ml Trifluoressigsaure versetzt 
(Abspaltreagenz). 0,4 g polymergebundenes Peptid werden 30 Minuten mit 
3 ml Abspaltreagenz geschuttelt, dann wird abgesaugt und 2,5 ml 
Abspaltreagenz zugegeben. Nach 30 minutigem Schuttein wird abgesaugt, 
und das Harz noch 1 und 2 Stunden mit je 2,5 ml Abspaltreagenz behan- 
delt. Die Filtrate werden eingedampft, mit je 3 ml Ether verrieben, die dabei 
anfallenden Niederschlage werden uber eine P3-Fritte abgesaugt und 3 mal 
mit je 2 ml Ether gewaschen. Nach 1 6 stundigem Trocknen im Hochvakuum 
werden insgesamt 119 mg Peptid erhalten. 

Ausbeute: 8,6 % d.Th. uber alle Stufen, 

8,6 % bezogen auf die Abspaltung 
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Beispiel 4: Svnthese von TT232 in Losung 
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1 . Ddz-Cys{Acnn)-Thr(tBu)-NH2 

In einem 1 LrRundkolben werden 22,8 g (55 mMol) Ddz-Cys(Acm) und 9,32 
g {60 mMol) HOBT in 300 mL Ethylacetat gelost. Zu der geruhrten Losung 
werden 18,46 g (57,5 nnMol) TBTU und 27,45 mL (0,25 Mol) NMM 
gegeben. Nach weiterem 5 minutigem Riihren erfolgt Zugabe von 8,71 g 
(50 mMol) Thr(tBu)-NH2. Es wird iiber Nacht geruhrt. Die Reaktionslosung 
wird mit 1 50 mL Benzin versetzt und mit 1 x 100 mL VE-Wasser, 3 x 100 
mL ges. NaHCOa-Losung, 1 x 100 mL VE-Wasser, 3 x 100 mL OJN HCI, 
1 X 100 mL Brine und 1 x 100 mL ges. NaHCOa-Losung gewaschen, Ciber 
10 g Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 
mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 25,2 g 
amorphes Produkt erhalten (Ausbeute: 88 % d.Th.). 

2. TFA*Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

18,3 g (32 mMol) Ddz-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 werden in 200 mL 5 % 
Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach Zugabe von 
200 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40*^C 
Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieBend mit 100 mL 
Ethylacetat codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum 
in einer Mischung aus 30 mL VE-Wasser, 1 5 mL Ethylacetat und 30 mL 
Diethylether aufgenommen. Die Phasen werden im Scheidetrichter getrennt, 
die organische Phase wird noch 2x mit je 10 mL VE-Wasser extrahiert. Die 
vereinigten Wasserphasen werden mit 3x10 mL Ethylacetat/ Diethylether 
1 : 2 (v/v) gewaschen und lyophilisiert. Es werden 1 1 ,8 g amorphes Produkt 
erhalten (Ausbeute: 80 % d.Th.). 
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3. Ddz-Lys{Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 
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In einem Rundkolben werden 1 2 g (26 mMol) TFA*Cys{Acm)-Thr{tBu)-NH2, 
14,34 g (28,5 mMol) Ddz-Lys(Z) und 4,84 g (31,1 mMol) HOBt in 100 mL 
Ethylacetat gelost. Zu der gerCihrten Losung werden 9,58 g (29,8 mMol) 
TBTU und 14,3 mL (0,13 Mol) NMM gegeben. Es wird uber Nacht geruhrt. 
Die klare Reaktionslosung wird mit ca. 50 mL Benzin versetzt und mit 1 x 
50 mL VE-Wasser, 3 x 50 mL ges. NaHCOa-Losung, 1 x 50 mL VE-Wasser, 
3 X 50 mL 0,1N HCI, 1 x 50 mL VE-Wasser und 12 x 20 mL 3 % 
NaCOg-Losung gewaschen, uber 5 g Magnesiumsulfat getrocknet und am 
Rotationsverdampfer bet ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur 
eingedampft. Es werden 21,9 g glasartig erstarrendes Produkt erhalten 
(Ausbeute: 100 % d.Th.). 

4. TFA*Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

6 g (7,2 mMol) Ddz-Lys{Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 werden in 40 mL 5 % 
Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach Zugabe von 
40 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40^C 
Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieBend mit 40 mL DME 
codestilliert. Der Ruckstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 3 
g Schaum erhalten (Ausbeute: quant.). 

5. Ddz-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 
Freisetzung von Ddz-D-Trp aus dem DCHA-Salz: 

6,56 g (11 mMol) Ddz-D-Trp*DCHA werden in 20 mL Ethylacetat 
suspendiert und im Scheidetrichter mit 3 x 20 mL 0, 1 N HCI und 2x10 mL 
VE-Wasser gewaschen. Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft. 
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In einem Rundkolben werden 5,22 g {7,2 mMol) TFA*Lys{Z)-Cys{Acm)- 
Thr{tBu}-NH2 das oben erhaltene Ddz-D-Trp und l,57g (lOmMol) HOBT in 
40 mL DME gelost. Zu der geruhrten Losung werden 3,0 g (9,4 nnMol) 
TBTU und 3,4 mL (0,031 Mol) NMM gegeben. Es wird uber Nacht geruhrt. 
Die klare Reaktionslosung wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40 °C Wasserbadtemperatur eingedampft, in 40 mL Ethylacetat 
aufgenommen und mit ca. 10 mL Benzin versetzt, Dann wird mit 1 x 20 mL 
VE-Wasser und 1 x 20 mL 3 % NasCOa-Losung gewaschen. Das Produkt 
fallt aus, wird abgesaugt und mit PE/EE 2 : 1 gewaschen. Nach Trocknen 
im Hochvakuum werden 4,3 g Produkt erhalten (Ausbeute: 65% d.Th.). 

6. TFA* D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

11, 2 g (1 1 mMol) Ddz-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 werden in 64 
mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach 
Zugabe von 64 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieRend mit 60 mL 
DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 
Ether verrieben. Der Niederschlag wird abgesaugt und im Hochvakuum 
getrocknet. Es werden 10 g beiger Feststoff erhalten (Ausbeute: 100 %). 

7. Ddz-Tyr{tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 
Freisetzung von Ddz-Tyr(tBu) aus dem CHA-Salz: 

7,38 g {13,2 mMol) Ddz-D-Trp*DCHA werden in 30 mL Ethylacetat 
suspendiert und im Scheidetrichter mit 3 x 30 mL 0,1 N HCI und 2 x 20 mL 
VE-Wasser gewaschen. Die organische Phase wird Ciber Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft. 
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In einem Rundkolben werden 10g(11 mMol) TFA*D-Trp-Lys{Z)-Cys(Acm)- 
Thr{tBu)-NH2, das oben erhaltene Ddz-Tyr(tBu) und 2,39 g (15,4 mMol) 
HOBT in 80 mL N,N'-Dimethylfornnamid gelost. Zu der gerCihrten Losung 
werden 4,59 g (14,3 mMol) TBTU und 6 mL (0,055 Mol) NMM gegeben. 
Es wird uber Nacht geriihrt. Der Ansatz wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 40^C Wasserbadtemperatur eingedampft und in 100 mL Ethylacetat 
aufgenommen. Dann wird mit 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. 
NaHCOa-Losung, 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL kalter 0,1N HCI, 1 x 
100 mL Brine und 3 x 20 mL 3 % Na2C03-L6sung gewaschen, uber ca. 5 
g Magnesiumsulf at getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 1 1 ,8 g amorphes 
Produkt erhalten (Ausbeute: 87 % d.Th.). 

8. TFA*Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

11,8 g (9,5 mMol) Ddz-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 
werden in 50 mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT 
geriihrt. Nach Zugabe von 50 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieBend 
mit 50 mL DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im 
Hochvakuum mit Ether verrieben. Der Niederschlag wird abgesaugt und im 
Hochvakuum getrocknet. Es werden 10,7 g beiger Feststoff erhalten 
(Ausbeute: 100 %). 

9. Ddz-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr{tBu)-NH2 

In einem Rundkolben werden 4,73 g (1 1 mMol) Ddz-Cys(Acm), 10,7 g (50 
mMol) TFA*Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 und 2,07 g (13 
mMol) HOBT in 75 mL N,N'-Dimethylformamid gelost. Zu der gerCihrten 
Losung werden 3,97 g (12,4 mMol) TBTU und 5,2 mL (0,048 Mol) NMM 
gegeben. Nach Ruhren uber Nacht wird der Ansatz am Rotationsverdampfer 
bei ca, 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, in Ethylacetat 
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aufgenommen, und mit 1 x 30 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. 
NaHCOa-Losung, 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 20 mL OJN HCI, 1 x 20 mL 
VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. NaHCOg-Losung und 1 x 20 mL VE-Wasser 
gewaschen, uber Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer 
bei ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 
9,3 g Schaum erhalten (Ausbeute: 70 % d,Th.), 

10. TFA*Cys(Acm)-Tyr{tBu)-D"Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

8,9 g (6,3 mMol) Ddz-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys{Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)- 
NH2 werden in 35 mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT 
geruhrt. Nach Zugabe von 35 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 20 mBar und 40 °C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieSend 
mit 60 mL DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im 
Hochvakuum mit 30 mL Ether verrieben, abgesaugt gewaschen und im 
Hochvakuum getrocknet. Es werden 6,9 g Feststoff erhalten (Ausbeute: 84 
%), 

1 1 . Boc-D-Phe-Cys{Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys{Z)-Cys(Acm)-Thr{tBu)-NH2 

In einem Rundkolben werden 640 mg (2,4 mMol) Boc-D-Phe, 2,61 g (2 
mMol) TFA*Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 und 
430 mg (2,8 mMol) HOBT in 10 mL N,N'-Dimethylformamid gelost. Zu der 
geruhrten Losung werden 830 mg (2,6 mMol) TBTU und 550 /y| (10 mMol) 
NMM gegeben. Nach Ruhren uber Nacht wird der Ansatz am 
Rotationsverdampfer bei ca. 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, in 
Ethylacetat aufgenommen und mit 1x10 mL VE-Wasser, 3x15 mL ges. 
NaHCOa-Losung, 1 x 10 mL VE-Wasser, 3 x 10 mL 0,1N HCI, 1 x 10 mL 
ges. NaHCOg-Losung und 1 x 10 mL VE-Wasser gewaschen, uber 
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
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und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 2,1 g amorpher 
Ruckstand erhalten (Ausbeute: 73 % d.Th.). 



1 2. TFA*D-Phe-Cys{Acm)-TYr-D-Trp-Lys-Cys(Acm)-Thr-NH2 

1,44g {1 mMol) Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu}-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acnn)- 
Thr{tBu)-NH2 werden in 7,5 mL Trifluoressigsaure gelost und 16 h bei RT 
geruhrt. Nach DC-Kontrolle wird in 75 mL Diethylether prazipitiert. Der 
Niederschlag wird abgesaugt, gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. 
Es werden 1,26 g Pulver erhalten (Ausbeute: 88 %). 



13. TT-232 Trifluoracetat 



In einem 1 L-Rundkolben werden 300 mL Essigsaure (96 %) vorgelegt, 
0,215 g (0,15 mMol) TFA*D-Phe-Cys{Acm)-Tyr-D-Trp-Lys-Cys(Acm)- 
Thr-NH2 werden unter intensivem Riihren langsam zugegeben. Die Losung 
wird mit Argon entgast. Bei 22°C wird uber einen Tropftrichter langsam 
eine Losung von 92 mg (0,36 mMol) Jod in 6 mL MeOH zugetropft, bis die 
Reaktionslosung eine dauerhafte, leicht orange Farbe aufweist. Nach 1 h 
wird so lange eine Losung von 53 mg (0,3 mMol) Ascorbinsaure in 5 mL 
VE-Wasser zugegeben, bis die Reaktionslosung entfarbt ist. Die Losung wird 
am Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, der 
Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 5 mL Ether verrieben, 
abgesaugt gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 280 mg 
Feststoff erhalten (HPLC-Vergleich mit einer Referenz zeigt einen Gehalt von 
53 %). 



Beispiel 5 

Es wird entsprechend Beispiel 4 verfahren, die Knupfung der Disulfidbriicke 
wird jedoch am geschutzten Peptid vorgenommen. 
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Zu 100 mL Esslgsaure (96 %) werden in einem Rundkolben 72 mg (0,05 
mMol)Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 
unter intensivem Ruhren langsam zugegeben. Die Losung wird mit Argon 
entgast. Bel 22°C wird uber einen Tropftrichter langsam eine Losung von 
92 mg (0,36 mMol) Jod in 6 mL MeOH zugetropft, bis die Reaktionslosung 
eine dauerhafte, leicht orange Farbe aufweist. Nach 1 h wird so lange eine 
Losung von 53 mg (0,3 mMol) Ascorbinsaure in 5 mL VE-Wasser 
zugegeben, bis die Reaktionslosung entfarbt ist. Die Losung wird am 
Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, der 
Ruckstand wird in 5 mL Ethylacetat und 2 mL VE-Wasser aufgenommen, die 
organische Phase wird mit 3x2 mL ges. NaHCOg-Losung, 1x2 mL 
VE-Wasser, 1x2 mL 0, 1 N HCI und 1x10 mL VE-Wasser gewaschen, uber 
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Nach Trocknen im 
Hochvakuum werden 45 mg Ruckstand erhalten (Ausbeute: 71 % d.Th.). 

2. TT232 Trifluoracetat 

39 mg (0,03 mMol) tert Butyl-geschutztes TT232 werden in 230 pL 
Trifluoressigsaure gelost und 16 h bei RT geruhrt. Dann wird am 
Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur 
eingedampft. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 1 mL 
Ether verrieben, abgesaugt gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es 
werden 33 mg Produkt erhalten (Ausbeute: 77 %). 
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Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT 232) mittels Fest- 
phasensynthese an einem polymeren Trager durch stufenwei- 
ses Aufbau des Peptids unter Verwendung von nnit Schutz- 
gruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutz- 
gruppen abgespalten und das Peptid von der Festphase 
abgelost wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart 
eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird solange das 
Peptid noch an die teste Phase gebunden vorliegt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dais die Oxidation nach Aufbau des vollstandigen Peptids bewirkt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais die Oxidation vor Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS man zur Oxidation ein Silber-, Quecksilber- oder Thalliumsalz, 
Jod, ein Peroxid oder Sauerstoff, und insbesondere Jod in essig- 
saurer Losung oder N,N-Dimethylformamid verwendet. 



5. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 
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daS man als Festphase ein eine saurelabile Ankergruppierung 
aufweisendes Polystyrol verwendet. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die saurelabile Ankergruppierung eine Xanthyl- oder eine MEOBP- 
Gruppe umfafSt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Synthese Aminosauren verwendet, die durch eine Fmoc- 
Gruppierung an der Aminogruppe und durch tertiare Butylgruppen an 
den Seitenketten geschiitzt sind. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Sulfhydryl-Gruppen enthaltende Aminosauren ebenfalls mit 
Schutzgruppen versehen verwendet. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man die Abspaltung des Peptids vom Polymer und die Abspal- 
tung der Schutzgruppen gleichzeitig bewirkt. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB eine Auf reinigung des hergestellten Peptids nach Abtrennung von 
der Festphase durchgefiihrt wird. 



1 1 . Verfahren zur Herstellung von Biostatin (TT-232) mittels 
Peptidsynthese in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids 
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unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten 

Aminosauren, 

dadurch gekennzeichnet, 

daG die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsnnitteis 
geschlossen wird und das Biostatin nach Entfernen des 
Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen erhalten wird. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafS die Oxidation vor Abspaltung aller Schutzgruppen durchgefuhrt 
wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz 
verwendet wird. 
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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON BIOSTATIN (TT-232 TRIACETAT) UND SEINE ANALOGA 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for synthesising biostatin (TT 232) by means of solid phase synthesis on a polymer support, by 
gradually building up the peptide using amino acids derivatized with protective groups. According to said method, the protective groups are 
split off and the peptide is detached from the solid phase. The disulphide bond is closed through the oxidation of the completely or partially 
built up peptide in the presence of a suitable solvent for as long as the peptide remains bound to the solid phase. The invention also relates to 
a method for synthesising biostatin (TT232) by means of peptide synthesis in solution. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mitteis Festphasensynthese an einem polymeren Trager 
durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierlen Aminosauren, wonach die Schutzgruppen 
abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelost wird, v^obei die Disulfidbrucke durch Oxidation des voUstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden 
vorliegt. Die Erfmdung betrifft weiter ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mitteis Peptidsynthese in Losung. 
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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING BIOSTATIN (TT-232 TRIACETATE) AND ANALOGS THEREOF 



(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON BIOSTATIN (TT-232 TRIACETAT) UND SEINE ANALOGA 



(57) Abstract 



The invention relates to a method for synthesising biostatin (TT 232) by means of solid phase synthesis on a polymer support, by 
gradually building up the peptide using amino acids derivatized with protective groups. According to said method, the protective groups are 
split off and the peptide is detached from the solid phase. The disulphide bond is closed through the oxidation of the completely or partially 
built up peptide in the presence of a suitable solvent for as long as the peptide remains bound to the solid phase. The invention also relates to 
a method for synthesising biostatin (TT232) by means of peptide synthesis in solution. 



(57) Zusammenfassung 

Die Erfmdung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mittels Festphasensynthese an einem polymeren TrSger 
durch stufenweisen Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutzgruppen 
abgespalten und das Peptid von der Festphase abgeiast wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden 
vorliegt. Die Erfmdung betrifft weiter ein Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT-232) mittels Peptidsynthese in LOsung. 
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Verfahren zur Herstellung von BIOSTATIN (TT-232 Triac tat) 

und seine Anaioga 

Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese von Biostatin 
mittels Festphasensynthese. 

Zur Synthese von Peptiden sind dem Fachmann verschiedene Verfahren 
bekannt. Es handelt sich dabei zum einen um Flussigphasenmethoden, 
welche auf Shemyakin (Tetrahedron Lett. (1965), 2323 f.) zuruckgehen, 
und zum anderen um Festphasenverf ahren, welche erstmals von Merrifield 
(R.B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 85 (1963) 2149) beschrieben wurden. 

Die Verfahren der Festphasen- und Flussigphasensynthese sind seither 
weiterentwickelt und erheblich verbessert worden, es wtrd hierzu beispiels- 
weise auf "Peptide, Chemie und Biologie", Hans Dieter Jakubke, Spektrum 
Akademischer Verlag Heidelberg-Berlin-Oxford, 1 996, ISBN 3-8274-0000-7 
verwiesen. Dieses Lehrbuch beschreibt Methoden der klassischen ais auch 
der Merrifield-Peptid-Synthese. Derzeit wird zur Peptidsynthese in erster 
Linie die Peptidsynthese in Losung angewandt. Insbesondere bei der 
Synthese von Peptiden, welche mindestens eine Disulfidbrucke ausbilden 
sollen, besteht im Hinblick auf die Synthese in Losung allerdings der der 
Methode inharente Nachteil, daB diese Disulfidbrucke durch Oxidation in 
hoher Verdunnung gebildet werden mufi. Dies ist im klassischen Verfahren 
der Peptidsynthese in Losung notig, um die erforderliche ortliche Trennung 
der einzelnen Reaktionszentren zu bewirken und damit eine effektive 
Cyclisierung zu ermoglichen. 

Das Peptid Biostatin (TT-232) ist ein Analogon des Somatostatins und weist 
Starke in vitro und in vivo Antitumoraktivitat auf. 
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Somatostatin ist ein naturlich vorkommendes Tetradecapeptid, welches die 
Bildung von Wachstumshormon und die Sekretion welterer endokriner 
Molekule, wie z.B. Glucagon, Insulin und Gastrin, inhibiert. Somatostatin 
inhibiert Oder reguliert einige Zellfunktionen und es wurde daruber hinaus 
festgestellt, dalS es wichtige endogene antiproliferative Aktivitat entfaltet. 
Es wurde aulierdem ein inhibitorischer Effekt von Somatostatin und seinen 
Analoga auf Tumoren gezeigt. In den letzten Jahren wurden einige 
Somatostatinanaloga entwickelt, welche langere Wirkungszeiten als das 
native Hormon und bessere Antitumorwirksamkeit aufweisen. Es wurde 
daher vie! MCihe aufgewandt, tumorselektive Somatostatinanaloga zu 
entwickein, wobei insbesondere auch die leichte Herstellbarkeit eine Roile 
spielt. 

Eines dieser Analoga ist ein Molekul mit einer 5-Ringstruktur mit der 

folgenden Sequenz: 

D-Phe- Cys-Tyr-D-Trp-Lys-CY S-Thr-NHg. 

Das Molekul wurde TT-232 bzw. Biostatin genannt. Dieses Somatostatin- 
analogon hat praktisch keinen inhibitorischen Effekt auf die Wachstumshor- 
monsf reisetzung, zeigt aber starke Antitumorwirksamkeit in vivo und in vitro 
und induziert die Apoptose, Die Verbindung inhibiert die Tyrosinkinase- 
Aktivitat verschiedener menschlicher Darmtumorzellinien, wobei diese 
Inhibition sehr gut mit der beobachteten Inhibition der Zellproliferation 
ubereinstimmte. 

Die Herstellung von Octa- bzw. Heptapeptid-Derivaten wird beispielsweise 
in der EP-A-0 505 680 beschrieben. Dort wird aber fur eine effektive 
Cyclisierung uber die beiden Cystein-Reste das Peptid zuerst von der festen 
Phase abgetrennt, die Losung stark verdiinnt und dann die Oxidation 
bewirkt. Diese Art der Herstellung erf ordert aber weitere Auf konzentrations- 
und Reinigungsschritte. 
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Auf gabe der vorliegenden Erfindung war es daher, Verf ahren bereitzustellen, 
durch welches Biostatin besonders leicht und mit besonders hoher Ausbeute 
an freigesetztem Peptidamid nach der Disulfidoxidation erhalten werden 
kann. 

Eine weitere Aufgabe war es, die Herstellung von Biostatin in einer soichen 
Weise zu ermoglichen, daR eine leichte Aufarbeitung des erhaltenen 
Produkts erfolgen kann. 

Gelost werden diese Aufgaben zur Synthese von Biostatin (TT 232) in 
einem ersten erfindungsgemafien Verfahren durch Festphasensynthese an 
einem polymeren Trager durch stufenweises Aufbau des Peptids unter 
Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten Aminosauren, wonach 
die Schutzgruppen abgespalten und das Peptid von der Festphase abgelost 
wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des volistandig oder 
teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsmit- 
teis geschlossen wird solange das Peptid noch an die teste Phase gebunden 
vorliegt. 

Die im Rahmen des erfindungsgemalSen Verfahrens angewandte Festpha- 
sensynthese kann in dem Fachmann an sich bekannter Weise durchgefuhrt 
werden. Die hierfur geeigneten Festphasenmaterialien, die benotigten 
Reagenzien, Puffer, Reaktionsbedingungen und einzusetzenden Schutz- 
gruppen fur die Aminosauren sind dem Fachmann bekannt. 

Das erfindungsgemafte Verfahren basiert auf der Feststellung, daG die 
ortliche Trennung der Reaktionszentren bei der Bildung der Disulfidbrucken 
in Biostatin in ausreichender Weise gewahrleistet ist, wenn die Oxidation 
erfolgt, solange das Peptid noch an die feste Phase gebunden ist. 

Im Rahmen der Erfindung ist es sowohl moglich, direkt nach Synthese 
desjenigen Teils von Biostatin, welcher die zu verbruckenden Sulfhydryl- 
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gruppen enthalt, eine Oxidation und damit Ausbildung der Disulfidbrucke zu 
bewirken, und dann das Peptid fertig zu synthetisieren, als auch zuerst das 
vollstandige Peptid zu synthetisieren und danach die Oxidation durchzufuh- 
ren. Maligeblich ist jedoch, daH die Oxidation erfolgen muQ>, solange das 
Peptid festphasen-gebunden vorliegt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung ist es bevorzugt, die Oxidation vor 
Abspaltung der Schutzgruppen des Peptids durchzufiihren, 

Zur Oxidation konnen alle auch bisher bereits fur in Losung durchgefiihrte 
Verfahren bekannte Oxidationsmittel eingesetzt werden. Geeignete 
Oxidationsmittel sind dem Fachmann daher bekannt. Beispiele fur derartige 
Oxidationsmittel sind Silber-, Quecksilber- oder Thalliumsaize, Jod, Peroxide 
Oder Sauerstoff. Diese Oxidationsmittel werden in Gegenwart eines 
geeigneten Losungsmittels oder Losungsmittelgemisches angewandt. 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung wird besonders bevorzugt als 
Oxidationsmittel Jod, beispielsweise in essigsaurer Losung oder in einem 
Losungsmittel auf Basis von N,N-Dimethylformamid eingesetzt. 

Nach abgeschlossener Oxidation erfolgen Waschungen des polymergebun- 
denen Peptids mit verschiedenen Losungmittein bzw, Losungsmittelgemi- 
schen. Hierzu konnen z.B. N,N-Dimethylformamid, Methanol, Essigsaure und 
Wasser oder aber auch Losungen von komplexierenden Reagenzien oder 
Reduktionsmittein, wie insbesondere Thiosulfat oder Ascorbinsaure 
eingesetzt werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren wird vorteilhaft an einer festen Phase 
durchgefiihrt, welche eine saurelabile Ankergruppe (acid labile anchoring 
bond, ALAB) aufweist. Besonders bevorzugt wird als feste Phase ein 
Polymer, insbesondere Polystyrol, eingesetzt. Vorteilhaft konnen auch 
modifizierte Harze verwendet werden, wie Aminomethylpolystyrol (AMPS), 
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Benzhydrylamin-{BHA-PS) und Methylbenzhydrolamino-polystyrol (MBHA- 
PS), Die feste Phase kann dabei in fur die Festphasensynthese ubiicher Form 
eingesetzt werden. Bevorzugt wird die Festphase in Form von Kugelchen, 
sogenannter "Beads", eingesetzt. 

Geeignete Ankergruppen sind in der Festphasenchemie ubiiche Anker, 
welche die Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager in einfacher 
Weise erlauben. Besonders bevorzugt sind im Rahmen der Erfindung 
Ankergruppen, welche die Abspaltung des Peptids als Amid ermoglichen. 
Beispielhafte mit einer saurelabilen Ankergruppe derivatisierte Polymere 
(ALAB-P) sind 5-(9-amino)xanthen-2yl-)oxyveryl-4'-methyl-benzhydrylamino- 
polystyrol und 4-(2',4'-dimethoxyphenyl)-aminomethyl-phenoxyacetyl-4"- 
methyl benzhydrylamino-polystyrol. 

Besonders bevorzugte Ankergruppierungen sind desweiteren 4-Hydroxyme- 
thyl-benzoesaure (HBMA), 9-Amino-xanthenyl-3-hydrol (Xant) oder pI(R,5)- 
a-(1-(9H-Fluoren-9-yl)methoxyformamido]-2,4-dimethoxybenzyl]-phenoxy- 
essigsaure [MEOBP]. Am meisten bevorzugt sind im Rahmen der Erfindung 
die Xant- und die MEOBP-Gruppierung. 

Die Synthese wird im erfindungsgemalSen Verfahren bevorzugt mit der 
Fmoc-/tert. Butyl-Strategie durchgefuhrt. Dies bedeutet, daS die zum 
Aufbau des Peptids benotigten Aminosauren an der Aminogruppe mit einer 
Fmoc-Schutzgruppe und an den Seitenkettengruppierungen mit tert. 
Butylgruppen derivatisiert sind. Die Fmoc-Schutzgruppe ist dabei eine 
temporare Schutzgruppe, da sie bei der Ausbildung des Peptids abgespalten 
wird, und lediglich eine Fmoc-Gruppe am N-Terminus des synthetisierten, 
festphasengebundenen Peptids verbleibt. 

Die Sulfhydrylgruppen der Cysteine werden vorteilhaft mit Trityl- oder Acm- 
schutzgruppen derivatisiert. Es ist auRerdem besonders bevorzugt, die N- 
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terminal I tzte Aminosaure im Sequenzaufbau als N-alpha Boc-geschutzt s 
Aminosaurederivat einzusetzen. 

Im Rahmen des erf indungsgemaRen Syntheseverf ahrens werden die f olgenden 
Schritte durchlaufen: 

1. Beladung des polymeren Tragers mit dem Anker und/oder dem ersten 
Aminosaurederivat 

2. Aufbau der Peptidsequenz 

3. Knupfung der Disulfidbrucke 

4- Abspaltung des Peptids vom polymeren Trager und/oder der 

Schutzgruppenabspaitung 
5. Schutzgruppenabspaitung (sofern nicht bereits unter 4. erfolgt). 

Zur Abspaltung der im synthetisierten Peptid enthaltenen Schutzgruppen 
konnen literaturbekannte Methoden, z.B. Zugabe von verdiinnter Piperidinlo- 
sung, angewandt werden. 

Die Abspaltung der Peptide vom polymeren Trager erfolgt ebenfalls nach an 
sich bekannten Methoden, Im Fall der saurelabilen Ankergruppen erfolgt die 
Abspaltung sauer, besonders bevorzugt mit konzentrierter oder verdiinnter 
Trifluoressigsaure. 

Die Abspaltung der Schutzgruppen der von der Festphase gelosten Peptide 
erfolgt In der Regel ebenfalls durch Saurezugabe, bevorzugt wiederum mittels 
Trifluoressigsaure. Nach der Abspaltung der Peptide konnen gewunschtenf alts 
weitere Reinigungs- oder/und Konzentrationsschritte durchgefuhrt werden. 
Eine Reinigung kann hierbei vorteilhaft mittels praparativer HPLC erfolgen. 

Die Synthese gemad dem erfindungsgema&en Verfahren geht in einer 
besond rs bevorzugten Ausfuhrungsform von Fmoc-Threonin(tert.butyl- 

BERICHTIGTES BLATT (REGEL 91) 
ISA / EP 
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ether)annid aus, welches kovalent an sine Polystyrol-Festphase iiber eine 
saurelabile Xanthenyl-Ankergruppierung gebunden ist. 

In der Folge werden die einzelnen geschutzten Aminosauren zugegeben 
unter Bildung eines Festphasen-gebundenen geschutzten Peptids. Zur 
Ausbildung der Disulfidbrucke wird das Heptapeptid sodann an der 
Festphase durch Zugabe von Jod/N,N-Dimethylformamid oder Essigsaure 
oxidiert und das cyclisierte Heptapeptid durch Saurebehandlung vonn Trager 
abgelost. Gleichzeitig werden alle Schutzgruppen an Seitenketten des 
Peptids abgespalten. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Synthase von Biostatin (TT-232) mittels Peptidsynthese in Losung durch 
stuf enweisen Auf bau des Peptids unter Verwendung von mit Schutzgruppen 
derivatisierten Aminosauren, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart eines 
geeigneten Losungsmittels geschlossen wird und das Biostatin nach 
Entfernen des Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen des Produkts 
erhalten wird. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren ermoglicht eine im Vergleich zum Stand 
der Technik sehr effektive und einfache Herstellung von Biostatin mittels 
Peptidsynthese in Losung. Insbesondere bei der bevorzugten Verfahrens- 
f uhrung unter Verwendung von mit Ddz (3, 5-Dimethoxybenzy!-a,flr-dimethyl- 
oxycarbonyl oder 2[(3,5-Dimethoxyphenyl)-2-oxycarbonyll-propyl} als 
Schutzgruppe derivatisierten Aminosauren zum Peptidaufbau konnen hohe 
Ausbeuten des Produkts auf einfache Weise erhalten werden. Das 
erfindungsgemalie Verfahren weist auBerdem den Vorteil auf, daft nach 
vollendetem Peptidaufbau in leichter Weise die Oxidation erfolgen kann. Es 
ist im Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt, die Oxidation vor 
Abspaltung aller Schutzgruppen durchzufuhren, allerdings ist eine 
Verfahrensfuhrung mit Abspaltung der Schutzgruppen vor der Oxidation 
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ebenfalls moglich, auch wenn die Ausbeuten mit dieser Variante etwas 
geringer sind. 

Etn besonderer Vorteil des erfindungsgema&en Verf ahrens iiegt darin, daE nach 
erfolgter Oxidation und damit intramolekularem RingschluIS uber die beiden 
Cystein-Reste die Reaktionslosung abgedampft werden kann und auf diese Art 
und Weise das Produkt erhalten wird. Gegebenenfalls wird das Produkt noch 
gewaschen, z.B. mit Ether, und danach erneut abgesaugt und getrocknet. 

Im erfindungsgemaSen Verfahren sind vorzugsweise die folgenden 
Syntheseschritte nacheinander durchzufuhren: 

1 . Kopplung von Ddz-geschutztem Cys (Acm) an tert.-Butyl-geschiitztes 
Threoninamid 

2. Ersatz der Schutzgruppe Ddz durch Trifluoressigsaure, 

3. Anfugen eines Ddz-geschutzten Lysin (Z), 

4. Ersatz der Ddz-Schutzgruppe durch Trifiuoressigsaure 

5. Anfugung des Ddz-geschutzten D-Trp 

6. Entfernung der Ddz-Schutzgruppe mit Trifiuoressigsaure 

7. Anfugung des Ddz-geschutzten Tyr (Tbu) 

8. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe und Ersatz durch Trifiuoressigsaure 

9. Anfugen des Ddz-geschutzten Cys (Acm) 

10. Entfernen der Ddz-Schutzgruppe mit Trifiuoressigsaure 

1 1 . Anfugen des Boc-geschutzten D-Phe 

1 2. Ersatz des Boc durch Trifiuoressigsaure 

13. Oxidation und Aufarbeitung des Produkts durch Abdampfen des 
Ldsungsmittels und Waschen. 

In bevorzugten Ausfuhrungsformen wird die Oxidation mit dem vol! 
geschutzten Peptid durchgefuhrt, wogegen in der anderen Ausfuhrungsform 
in Schritt 11 teilweise bereits die Schutzgruppen entfernt werden, so daB 
lediglich die Acm-Gruppen am Cystein verbieiben. 

BERICHTIGTES BLATT (KEGEL 91) 
ISA / EP 
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Das erfindungsgemaBe Verfahren, welches ein zweiter Gegenstand der 
vorliegenden Erfindung ist, ermoglicht eine einfache Peptidsynthese in 
Losung, bei der sowohl die Oxidation als auch die Aufarbeitung sehr leicht 
durchzufiihren sind. Durch Oxidation des noch tert.-Butyl-geschutzten 
Biostatins wird eine besonders hohe Ausbeute von ca. 70 bis 80 % der 
Theorie erhalten. 

Weitere Ausgestaltungen des erfindungsgemaRen Verfahrens konnen aus 
den Beispielen 4 und 5 ersehen werden. 

Die folgenden Beispiele solien die Erfindung welter eriautern. 

Beispiel 1 : 

Stufe 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Linker 

395g Fmoc-MEOBP-MBHA-Harz (Beladung 0,84 mmol/g) werden unter 
Verwendung von 1,5 I N.N-Dimethylformamid in ein mit einer Bodenfritte 
versehenes ReaktionsgefaB uberfiihrt und durch Taumein gemischt; nach 5 
Minuten wird abgesaugt. Die Taumeibewegung wird wahrend aller Wasch- 
und Reaktionsschritten aufrechterhalten. Es folgt ein DMF-Waschschritt, 
dazu werden 1,5 I N.N-Dinnethylformamid in das Reaktionsgefali gefiillt, 
nach 5 Minuten wird das N.N-Dimethylformamid abgesaugt. Es werden 1 ,5 
I 50 % Piperidin in N.N-Dimethyiformamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten 
wird die Piperidinlosung abgesaugt und erneut 1,5 I 50 % Piperidin in 
N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 30 Minuten wird die 
Piperidinlosung abgesaugt und erneut 1 ,5 L 50 % Piperidin in N.N-Dimethyl- 
formamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten wird die Piperidinlosung 
abgesaugt, anschlief^end werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgeftihrt. 
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Stufe 2, Kupplung von Fmoc-Thr(tBu) 
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Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 267,1 g (672 mmol) Fnnoc-Thr(tBu) 
in 375 ml N.N-Dimethylfornnamid, 104,4 g {672 mmol) HOBt^HaO in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dlmethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 1 ) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es werden 4 DMFWaschschritte 
(s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 1 beschrieben abgespalten, 
wobei bei dem DMF-feuchten Harz auf den einleitenden Quellvorgang 
verzichtet wird. 

Stufe 4, Kupplung yon Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 3) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 393,6 g (672 mmol) Fmoc-Cys (Trt) 
in 375 N.N-Dimethylformamid, 104,4g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaB zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 196,8 g (336 mmol) 
Fmoc-Cys(Trt) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
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H0Bt*H20 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaS 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunde 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 5, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 6, Kupplung von Fmoc-Lys(Boc) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 5) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 3 1 4,9 g (672 mmol) Fmoc-Lys(Boc) 
in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt*H20 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 215,8 g TBTU in 760 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefalS zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 5) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 157,4 g (336 mmol) 
Fmoc-Lys(Boc) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
HOBt^HjO in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefalS 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMFWaschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 7, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 
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Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 8, Kupplung von Fmoc-D-Trp 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 7) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 286,8 g {672 mmol) Fmoc-D-Trp in 
500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 ml 
N.N-Dlmethylformamid und 21 5,8 gTBTU in 750 ml N.N-Dimethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das Reaktionsgefali zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 7) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktlonszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefiihrt: 143,3 g (336 mmol) 
Fmoc-D-Trp in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
H0Bt*H20 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaB 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 9, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 10, Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 9) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 308,8 g (672 mmol) Fmoc-Tyr(tBu) 
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in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) HOBt^HjO in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaB zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 9) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 
228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, as wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefiihrt: 154,4 g (336 mmol) 
Fmoc-Tyr(tBu) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
H0Bt*H20 in 125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaR 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 1 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 12, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufel 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 393,6 g (672 mmol) Fmoc-Cys (Trt) 
in 500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g (672 mmol) H0Bt*H20 in 250 
ml N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750 ml N.N-Dimethylform- 
amid. Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaB zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 1 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe 
von 228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefuhrt: 196,8 g (336 mmol) 
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Fmoc-Cys (Trt) in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) 
H0Bt*H20 in 125 ml N,N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 375 ml 
N.N-Dimethylformamid. Diese Losungen werden in das Reaktionsgefa(5 
gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 114,3 ml DIEA, Nach 1 Stunden 
Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie 
Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es 
werden 4 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 1 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten 
Stufe 14, Kupplung von Boc-D-Phe 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufel 1) 
werden folgende Losungen vorbereitet: 178,3 g (672 mmol) Boc-D-Phe in 
500 ml N.N-Dimethylformamid, 104,4 g {672 mmol) H0Bt*H20 in 250 ml 
N.N-Dimethylformamid und 21 5,8 g TBTU in 750ml N.N-Dlmethylformamid. 
Die vorbereiteten Losungen werden in das ReaktionsgefaB zu dem 
deblockierten Linkerpolymer (Stufe 11) gegeben, dann erfolgt die Zugabe 
von 228,7 ml DIEA. Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe 
entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen untersucht. Der 
Kaisertest zeigt unvollstandigen Umsatz, es wird eine Nachkupplung unter 
Verwendung folgender Losungen durchgefiihrt: 89,1 g (336 mmol) Boc- 
D-Phe in 250 ml N.N-Dimethylformamid, 52,2 g (336 mmol) H0Bt*H20 in 
125 ml N.N-Dimethylformamid und 107,9 g TBTU in 400 ml N.N-Dimethyl- 
formamid. Diese Losungen werden in das ReaktionsgefaB gegeben, dann 
erfolgt die Zugabe von 1 14,3 ml DIEA. Nach 1 Stunden Reaktionszeit wird 
eine Harzprobe entnommen, gewaschen und auf freie Aminogruppen 
untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen Umsatz, es werden 4 DMF- 
Waschschritte (s-o.) durchgefuhrt. 
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Stufe 1 5, Umsetzung mit B0C2O 
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Das aus Stufe 14 resultierende Produkt wird mit 4 I N.N-Dimethylformamid 
versetzt und 20 Minuten agititiert. Dann werden 400 g BoCjO zugegeben, 
nach 5 Minuten werden in 5 Minuten Abstand 3 Portionen DIEA a 200 ml 
zugegeben. Nach 1000 Minuten wird abgesaugt, es folgen 5 DMF-Wasch- 
schritte (s.o.) a 3 I und 3 analoge MeOH-Waschschritte wobei jeweils 2,5 
I MeOH eingesetzt werden. Nach 16 stundigem Trocknen im Hochvakuum 
werden 833 g polymergebundenes Peptid erhalten. 

Stufe 1 6, Kniipfung der Disulfidbrucke 

Zu 833 g polymergebundenem Peptid (0,37 mmol Peptid/g Peptid-Trager- 
konjugat) aus Stufe 15 wird eine Losung von 416,5 g Jod in 6 I N.N-Di- 
methylformamid gegeben. Nach 60 Minuten wird abgesaugt und mit 8 I 
N.N-Dimethylformamid versetzt. Nach 60 Minuten wird abgesaugt, es 
folgen 4 DMF-Waschschritte (s.o.) a 8 I. Folgende Prozedur wird 3 mal 
durchgefiihrt: Es werden 8 I N.N-Dimethylformamid und 2 I 10 %ige 
Na2S203-L6sung zugegeben. Nach 5 Minuten wird abgesaugt, es folgen 3 
Waschschritte mit einer Mischung aus 8 I N.N-Dimethylformamid und 2 I 
Wasser sowie 2 DMF-Waschschritte a 8 I. AnschlieBend wird je 3 mal mit 
Wasser, Methanol, Wasser und Methanol gewaschen und iiber Nacht im 
Hochvakuum getrocknet. Auswaage 672,4 g (0,45 mmol Peptid/g Peptid- 
Tragerkonjugat) . 

Stufe 17, Abspaltung vom Polymer 

Zu 672,4 g polymergebundenem Peptid aus Stufe 1 6 wird eine Losung von 
je 120 ml m-Cresol und Wasser in 6 I Trifluoressigsaure (Abspaltreagenz) 
gegeben und 30 Minuten bei Raumtemperatur geschuttelt. Danach saugt 
man ab und versetzt das Harz erneut mit Abspaltreagenz. Die erste 
Nachspaltung wird nach 30 Minuten abgesaugt, es folgen Nachspaltungen 
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von einer bzw. zwei Stunden Dauer. Die jeweiligen Filtrate werden am 
Rotationsverdampfer bei 30**C Wasserbadtemperatur im Wasserstrahl- 
vakuum eingedamft. Der Riickstand wird mit 3 I Ether verruhrt, uber eine 
P3-Fritte abgesaugt und 3 mal mit je 1,5 I Ether gewaschen. Nach 16 
stiindigem Trocknen im Hochvakuum werden insgesamt 231,85 g Peptid 
erhalten, 

Ausbeute: 13,4% d.Th. uber alia Stufen, 14,8% bezogen auf die Abspal- 
tung 

Beispiel 2: 

Stufe 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Linker 

3,64 g Fmoc-XANT-Harz (Beladung 0,55 mmol/g) werden unter Verwen- 
dung von 25 ml N.N-Dimethylformamid in ein mit einer Bodenfritte 
versehenes ReaktionsgefaS uberfiihrt, geschiittelt; nach 5 Minuten wird 
abgesaugt. Das Schuttein wird wahrend alien Wasch- und Reaktionsschrit- 
ten aufrechterhaiten. Es folgt ein DMF-Waschschritt, dazu werden 25 ml 
N.N-Dimethylformamid in das ReaktionsgefaB gefiillt, nach 5 Minuten wird 
das N.N-Dimethylformamid abgesaugt. Es werden 25 ml 50 % Piperidin in 
N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 5 Minuten wird die Piperidin- 
losung abgesaugt und erneut 25 ml 50 % Piperidin in N.N-Dimethylform- 
amid (v/v) zugegeben. Nach 25 Minuten wird die Piperidinlosung abgesaugt 
und 25 ml 50 % Piperidin in N.N-Dimethylformamid (v/v) zugegeben. Nach 
5 Minuten wird die Piperidinlosung abgesaugt, anschlieBend werden 5 DMF- 
Waschschritte (s.o.) durchgefCihrt. 

Stufe 2, Kupplung von Fmoc-Thr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1) 
werden 2,39 g (6 mmol) Fmoc-Thr{tBu), 1,12 g (7,2 mmol) HOBt'HsO und 
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2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylfornnamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaB zu dem deblockierten Linkerpolymer 
{Stufe 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Arninogruppen untersucht, Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es warden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 1 beschrieben abgespalten, 
wobei bei dem DMF-feuchten Harz auf den einleitenden Quellvorgang 
verzichtet wird. 

Stufe 4, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 3) 
werden 3,51 g (6 mmol) Fmoc-Cys (Trt), 1,12 g (7,2 mmol) HOBt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost, Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaB zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 3) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DEA, 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 5, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 6, Kupplung von Fmoc-Lys(Boc) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 5) 
werden 2,81 g (6 mmol) Fmoc'Lys(Boc), 1 ,12 g (7,2 mmol) HOBt^HjO und 
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2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 5) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04mL (12mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnomnnen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt voilstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s,o.) durchgefuhrt. 

Stufe 7, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fnnoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten, 
Stufe 8, Kupplung von Fmoc-D-Trp 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 7) 
werden 2,56 g (6 nnmol) Fmoc-D-Trp, 1,12 g (7,2 mmol) H0Bt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 1 5 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaB zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 7) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt voilstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 9, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 10, Kupplung von Fmoc-Tyr(tBu) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 9) 
werden 2,76 g (6 mmol) Fmoc-Tyr (tSu), 1 , 1 2 g (7,2 mmol) H0Bt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost, Diese 
Losung wird in das Reaktionsgefaft zu dem deblockierten Linkerpolymer 
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(Stufe 9) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 1 1 , Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzrruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten, 
Stufe 1 2, Kupplung von Fmoc-Cys(Trt) 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1 1) 
werden 3,51 g (6 mmol) Fmoc-CYs(Trt), 1,12 g (7,2 mmol) HOBt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaS zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 1 1) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
und auf freie Aminogruppen untersucht. Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefiihrt. 

Stufe 1 3, Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe 

Die Fmoc-Schutzgruppe wird wie unter Stufe 3 beschrieben abgespalten. 
Stufe 14, Kupplung von Boc-D-Phe 

Wahrend der letzten DMF-Waschschritte der Fmoc-Abspaltung (Stufe 1 3) 
werden 1,59 g (6 mmol) Boc-D-Phe, 1,12 g (7,2 mmol) H0Bt*H20 und 
2,12 g (6,6 mmol) TBTU in 15 ml N.N-Dimethylformamid gelost. Diese 
Losung wird in das ReaktionsgefaB zu dem deblockierten Linkerpolymer 
(Stufe 13) gegeben, dann erfolgt die Zugabe von 2,04 ml (12 mmol) DIEA. 
Nach 2 Stunden Reaktionszeit wird eine Harzprobe entnommen, gewaschen 
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und auf freie Aminogruppen untersucht, Der Kaisertest zeigt vollstandigen 
Umsatz, es werden 5 DMF-Waschschritte (s.o.) durchgefuhrt. 

Stufe 15, Knupfung der Disulfidbrucke 

Zu 5 g polymergebundenem Peptid (0,30 mMol Peptid/g Peptid-Tragerkon- 
jugat) aus Stufe 14 wird eine Losung von 2,5 g Jod in 50 ml N.N-Dimethyl- 
formamid gegeben. Nach 60 Minuten wird abgesaugt und mit 50 ml 
N.N-Dimethylformamid versetzt. Nach 60 Minuten wird abgesaugt, es 
folgen 4 DMF-Waschschritte (s.o.) a 50 ml. Folgende Prozedur wird 3 mal 
durchgefuhrt: Es werden 16 ml N.N-Dimethylformamid und 4 ml 10 %ige 
Na2S203-L6sung zugegeben. Nach 5 Minuten wird abgesaugt, es folgen 3 
DMF-Waschschritte. AnschlieBend wird je 3 mal mit Wasser, Methanol, 
Wasser und Methanol gewaschen und iiber Nacht im Hochvakuum 
getrocknet. Auswaage 4,1 g (0,34 mmol Peptid/g Peptid-Tragerkonjugat). 

Stufe 16, Abspaltung vom Polymer und anschlieBende Abspaltung der 
Schutzgruppen 

1 g polymergebundenes Peptid werden 1 0 mal fur je 1 0 Minuten mit jeweils 
5 ml 1 % Trifiuoressigsaure in Dichlormethan versetzt. AnschlieBend wird 
3 mal mit 5 % Trifiuoressigsaure in Dichlormethan abgespaiten. Die 
Abspaltlosungen werden gepoolt, eingedampft und 30 Minuten in 2,5 ml 
Trifiuoressigsaure geruhrt. Dann wird in 20 ml Ether prazipitiert, uber eine 
P3-Fritte abgesaugt und 3 mal mit je 10 ml Ether gewaschen. Nach 16 
stiindigem Trocknen im Hochvakuum werden 332 mg Peptid erhalten. 



Ausbeute: 23,9 % d.Th. uber alle Stufen, 

33,0 % bezogen auf die Abspaltung 
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Beispiel 3: Disulfid-Oxidation mit Thallium-trifluoracetat 
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Zunachst wird eine Festphasensynthese wie in Beispiel 1 beschrieben 
durchgefuhrt, jedoch an einem BHA-PS (Beladung 1 mmol/g) das mit 
MEOBP-Linker beladen wird. Es wird FmocCys(Acm) statt Fmoc-Cys{Trt) 
verwendet. 

1 36 nng TI(TFA)3 werden in 1 ml N.N-Dimethylformamid gelost (Oxidations- 
losung), 0,5 g polymergebundenes Peptid (0,38 mmol Peptid/g Peptid-Tra- 
gerkonjugat) werden 5 Minuten mit 3 ml N.N-Dimethylformamid geschuttelt, 
dann werden 0,725 ml Oxidationslosung zugegeben. Nach 30 miniitigem 
Schuttein bei 25 *C wird abgesaugt, und mit je 5 ml der folgenden 
Losungsmittel gewaschen: 3x N.N-Dimethylformamid, 3x MeOH, 1 x 10 % 
HAc in N.N-Dimethylformamid, 1x5% EDTA in H^O, 1x10% HAc in 
N.N-Dimethylformamid, 1x5% EDTA in H2O, 1x10% HAc in N.N-Di- 
methylformamid, 1 X 5 % EDTA in H2O, 1 x H2O, 3x10% HAc in MeOH, 
3 X 10 % HAc in H2O, 3 x N.N-Dimethylformamid, 3 x MeOH, 3 x HjO, 3 
X MeOH. Es wird iiber Nacht im Hochvakuum getrocknet. Auswaage 420 
mg (0,40 mmol Peptid/g Peptid-Tragerkonjugat). 

Es werden 0,25 ml Triethylsilan mit 10 ml Trifluoressigsaure versetzt 
(Abspaltreagenz). 0,4 g polymergebundenes Peptid werden 30 Minuten mit 
3 ml Abspaltreagenz geschuttelt, dann wird abgesaugt und 2,5 ml 
Abspaltreagenz zugegeben. Nach 30 miniitigem Schuttein wird abgesaugt, 
und das Harz noch 1 und 2 Stunden mit je 2,5 ml Abspaltreagenz behan- 
delt. Die Filtrate werden eingedampft, mit je 3 ml Ether verrieben, die dabei 
anfallenden Niederschlage werden uber eine P3-Fritte abgesaugt und 3 mal 
mit je 2 ml Ether gewaschen. Nach 1 6 stiindigem Trocknen im Hochvakuum 
werden insgesamt 1 19 mg Peptid erhalten. 

Ausbeute: 8,6 % d.Th. iiber alle Stufen, 

8,6 % bezogen auf die Abspaltung 
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Beispiel 4: Svnthese von TT232 in Losung 
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1 . Ddz-Cys(Acm)-Thr{tBu)-NH2 



In einem 1 L-Rundkolben werden 22,8 g (55 mMol) Ddz-Cys(Acm) und 9,32 
g {60 mMol) HOST in 300 mL Ethylacetat gelost. Zu der gerCihrten Losung 
werden 18,46 g (57,5 mMol) TBTU und 27,45 mL (0,25 Mol) NMM 
gegeben. Nach weiterem 5 miniitigem Ruhren erfolgt Zugabe von 8,71 g 
(50 mMol) Thr(tBu)-NH2. Es wird uber Nacht geruhrt. Die Reaktionslosung 
wird mit 150 mL Benzin versetzt und mit 1 x 100 mL VE-Wasser, 3 x 100 
mL ges. NaHCOa-Losung, 1 x 100 mL VE-Wasser, 3 x 100 mL 0,1N HCI, 
1 X 100 mL Brine und 1 x 100 mL ges. NaHC03-L6sung gewaschen, uber 
10 g Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer be! ca. 20 
mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, Es werden 25,2 g 
amorphes Produkt erhalten (Ausbeute: 88 % d.Th.). 



2. TFA*Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 



18,3 g (32 mMol) Ddz-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 werden in 200 mL 5 % 
Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach Zugabe von 
200 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlielSend mit 100 mL 
Ethylacetat codestiHiert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum 
in einer Mischung aus 30 mL VE-Wasser, 1 5 mL Ethylacetat und 30 mL 
Diethylether aufgenommen. Die Phasen werden im Scheidetrichter getrennt, 
die organische Phase wird noch 2x mit je 10 mL VE-Wasser extrahiert. Die 
vereinigten Wasserphasen werden mit 3x10 mL Ethylacetat/ Diethylether 
1 : 2 (v/v) gewaschen und lyophilisiert. Es werden 1 1 ,8 g amorphes Produkt 
erhalten (Ausbeute: 80 % d.Th.). 
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3. Dd2-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 
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In einem Rundkolben werden 1 2 g (26 mMol) TFA*Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2, 
14,34 g (28,5 mMol) Ddz-Lys(Z) und 4,84 g (31,1 mMol) HOBt in 100 mL 
Ethylacetat gelost. Zu der geruhrten Losung werden 9,58 g (29,8 mMol) 
TBTU und 14,3 mL (0,13 Mol) NMM gegeben. Es wird iiber Nacht geruhrt. 
Die klare Reaktionslosung wird mit ca. 50 mL Benzin versetzt und mit 1 x 
50 mL VE-Wasser, 3 x 50 mL ges. NaHCOa-Losung, 1 x 50 mL VE-Wasser, 
3 X 50 mL 0,1N HCI, 1 x 50 mL VE-Wasser und 12 x 20 mL 3 % 
NaCOg-Losung gewaschen, Ober 5 g Magnesiumsulfat getrocknet und am 
Rotationsverdampfer be! ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur 
eingedampft. Es werden 21,9 g glasartig erstarrendes Produkt erhalten 
(Ausbeute: 100 % d.ThJ. 

4. TFA*Lys{Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

6 g (7,2 mMol) Ddz-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 werden in 40 mL 5 % 
Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bel RT geruhrt. Nach Zugabe von 
40 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer be! ca. 20 mBar und 40°C 
Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieSend mit 40 mL DME 
codestilliert. Der Riickstand wird im Hochvakuum getrocknet. Es werden 3 
g Schaum erhalten (Ausbeute: quant.). 

5. Ddz-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 
Freisetzung von Ddz-D-Trp aus dem DCHA-Salz: 

6,56 g (11 mMol) Ddz-D-Trp*DCHA werden in 20 mL Ethylacetat 
suspendiert und im Scheidetrichter mit 3 x 20 mL 0,1N HCI und 2x10 mL 
VE-Wasser gewaschen. Die organische Phase wird iiber Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40*^0 
Wasserbadtemperatur eingedampft. 
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In einem Rundkolben werden 5,22 g (7,2 mMol) TFA*Lys(Z)-Cys(Acm)- 
Thr(tBu)-NH2 das oben erhaltene Ddz-D-Trp und 1,57g (lOmMol) HOBT in 
40 mL DME gelost. Zu der geruhrten Losung werden 3,0 g (9,4 mMol) 
TBTU und 3,4 mL (0,031 Mol) NMM gegeben. Es wird uber Nacht geriihrt. 
Die klare Reaktionslosung wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, in 40 mL Ethylacetat 
aufgenommen und mit ca. 1 0 mL Benzin versetzt, Dann wird mit 1 x 20 mL 
VE-Wasser und 1 x 20 mL 3 % NasCOg-Losung gewaschen. Das Produkt 
fallt aus, wird abgesaugt und mit PE/EE 2 : 1 gewaschen. Nach Trocknen 
im Hochvakuum werden 4,3 g Produkt erhalten (Ausbeute: 65% d.Th.). 

6. TFA* D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

1 1,2 g (1 1 mMol) Ddz-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 werden in 64 
mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT geruhrt. Nach 
Zugabe von 64 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40° C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieSend mit 60 mL 
DME codestllliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 
Ether verrieben. Der Niederschlag wird abgesaugt und im Hochvakuum 
getrocknet. Es werden 10 g beiger Feststoff erhalten (Ausbeute: 100 %). 

7. Ddz-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 
Freisetzung von Ddz-Tyr(tBu) aus dem CHA-Salz: 

7,38 g (13,2 mMol) Ddz-D-Trp*DCHA werden in 30 mL Ethylacetat 
suspendiert und im Scheidetrichter mit 3 x 30 mL 0,1N HCI und 2 x 20 mL 
VE-Wasser gewaschen. Die organische Phase wird uber Magnesiumsulfat 
getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40^C 
Wasserbadtemperatur eingedampft. 
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In einem Rundkolben werden 10 g (1 1 mMol) TFA*D-Trp-Lys{Z)-Cys(Acm)- 
Thr{tBu)-NH2, das oben erhaltene Dd2-Tyr(tBu) und 2,39 g {15,4 mMol) 
HOBT in 80 mL N,N'-DinnethYlformannid gelost. Zu der geruhrten Losung 
werden 4,59 g {14,3 mMol) TBTU und 6 mL (0,055 Mol) NMM gegeben. 
Es wird Qber Nacht geruhrt. Der Ansatz wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft und in 100 mL Ethylacetat 
aufgenommen, Dann wird mit 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. 
NaHCOg-Losung, 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL kalter 0,1N HCI, 1 x 
100 mL Brine und 3 x 20 mL 3 % NajCOj-Losung gewaschen, Qber ca. 5 
g Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, Es werden 1 1 ,8 g amorphes 
Produkt erhalten (Ausbeute: 87 % d.Th.). 

8. TFA*Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

11,8 g {9,5 mMol) Ddz-Tyr(tBu)"D-Trp-Lys(Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 
werden in 50 mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h bei RT 
geruhrt. Nach Zugabe von 50 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 20 mBar und 40 ° C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieBend 
mit 50 mL DME codestilliert. Der RCickstand wird nach Trocknen im 
Hochvakuum mit Ether verrieben. Der Niederschlag wird abgesaugt und im 
Hochvakuum getrocknet, Es werden 10,7 g beiger Feststoff erhalten 
(Ausbeute: 100 %). 

9. Ddz-Cys(Acm)-Tyr{tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 

In einem Rundkolben werden 4,73 g (1 1 mMol) Ddz-Cys{Acm), 10,7 g (50 
mMol) TFA*Tyr{tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr{tBu)-NH2 und 2,07 g (13 
mMol) HOBT in 75 mL N,N'-Dimethylformamid gelost. Zu der geruhrten 
Losung werden 3,97 g {12,4 mMol) TBTU und 5,2 mL (0,048 Mol) NMM 
gegeben. Nach Ruhren uber Nacht wird der Ansatz am Rotationsverdampfer 
bei ca. 40^C Wasserbadtemperatur eingedampft, in Ethylacetat 
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aufgenommen, und mit 1 x 30 mL VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. 
NaHCOa-Losung, 1 x 20 mL VE-Wasser, 3 x 20 mL OJN HCI, 1 x 20 mL 
VE-Wasser, 3 x 30 mL ges. NaHCOa-Losung und 1 x 20 mL VE-Wasser 
gewaschen, uber Magnesiumsulf at getrocknet und am Rotationsverdampf er 
bei ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft- Es werden 
9,3 g Schaum erhalten (Ausbeute: 70 % d-Th.). 

10. TFA*Cys(Acm)-Tyr{tBu)-D-Trp-Lys{Z)-Cys{Acm)-Thr(tBu)-NH2 

8,9 g (6,3 mMol) Ddz-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr{tBu)- 
NH2 werden in 35 mL 5 % Trifluoressigsaure in DCM gelost und 1 h be! RT 
geriihrt. Nach Zugabe von 35 mL Toluol wird am Rotationsverdampfer bei 
ca. 20 mBar und 40® C Wasserbadtemperatur eingedampft und anschlieliend 
mit 60 mL DME codestilliert. Der Ruckstand wird nach Trocknen im 
Hochvakuum mit 30 mL Ether verrieben, abgesaugt gewaschen und im 
Hochvakuum getrocknet. Es werden 6,9 g Feststoff erhalten (Ausbeute: 84 
%). 

1 1 . Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 

In einem Rundkolben werden 640 mg (2,4 mMol) Boc-D-Phe, 2,61 g (2 
mMol) TFA*Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)-Thr(tBu)-NH2 und 
430 mg (2,8 mMol) HOBT in 10 mL N,N'-Dimethylformamid gelost. Zu der 
geruhrten Losung werden 830 mg (2,6 mMol) TBTU und 550 /y| (10 mMol) 
NMM gegeben. Nach Ruhren uber Nacht wird der Ansatz am 
Rotationsverdampfer bei ca. 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, in 
Ethylacetat aufgenommen und mit 1x10 mL VE-Wasser, 3x15 mL ges. 
NaHCOa-Losung, 1 x 10 mL VE-Wasser, 3 x 10 mL 0,1N HCI, 1 x 10 mL 
ges, NaHCOg-Losung und 1 x 10 mL VE-Wasser gewaschen, uber 
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
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und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Es werden 2,1 g amorpher 
Ruckstand erhalten (Ausbeute: 73 % d.Th,). 

1 2. TFA*D-Phe-Cys{Acm}-Tyr-D-Trp-Lys-Cys{Acm)-Thr-NH2 

1,44g {1 mMol) Boc-D-Phe-Cys(Acnn)-Tyr{tBu)-D-Trp-Lys(Z)-Cys(Acm)- 
Thr{tBu)-NH2 werden in 7,5 mL Trifluoressigsaure gelost und 16 h bei RT 
geriihrt. Nach DC-Kontrolle wird in 75 mL Diethylether prazipitiert. Der 
Niederschlag wird abgesaugt, gewaschen und im Hochvakuunn getrocknet. 
Es werden 1,26 g Pulver erhalten (Ausbeute: 88 %). 

13. TT-232 Trifluoracetat 

In einem 1 L-Rundkolben werden 300 mL Essigsaure (96 %) vorgelegt, 
0,215 g {0,15 mMol) TFA*D-Phe-Cys(Acm)-Tyr-D-Trp-Lys-Cys{Acm)- 
Thr-NH2 werden unter intensivem Ruhren langsam zugegeben. Die Losung 
wird mit Argon entgast. Bei 22 °C wird uber einen Tropftrichter langsam 
eine Losung von 92 mg (0,36 mMol) Jod in 6 mL MeOH zugetropft, bis die 
Reaktionslosung eine dauerhafte, leicht orange Farbe aufweist. Nach 1 h 
wird so lange eine Losung von 53 mg (0,3 mMol) Ascorbinsaure in 5 mL 
VE-Wasser zugegeben, bis die Reaktionslosung entfarbt ist. Die Losung wird 
am Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, der 
Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 5 mL Ether verrieben, 
abgesaugt gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es werden 280 mg 
Feststoff erhalten (HPLC-Vergleich mit einer Referenz zeigt ei nen Gehaltvon 
53 %). 

Beispiel 5 

Es wird entsprechend Beispiel 4 verfahren, die Knupfung der DisulfidbrCicke 
wird jedoch am geschutzten Peptid vorgenommen. 
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Zu 100 mL Essigsaure (96 %) werden in einem Rundkolben 72 mg (0,05 
mMol)Boc-D-Phe-Cys(Acm)-Tyr(tBu)-D-Trp-Lys{Z)-Cys(Acm)-Thr{tBu)-NH2 
unter intensivem Ruhren langsam zugegeben. Die Losung wird mit Argon 
entgast. Bei 22^C wird uber einen Tropftrichter langsam eine Losung von 
92 mg (0,36 mMol) Jod in 6 mL MeOH zugetropft, bis die Reaktionslosung 
eine dauerhafte, leicht orange Farbe aufweist. Nach 1 h wird so lange eine 
Losung von 53 mg (0,3 mMol) Ascorbinsaure in 5 mL VE-Wasser 
zugegeben, bis die Reaktionslosung entfarbt ist. Die Losung wird am 
Rotationsverdampfer bei 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft, der 
Ruckstand wird in 5 mL Ethylacetat und 2 mL VE-Wasser aufgenommen, die 
organische Phase wird mit 3 x 2 mL ges. NaHCOg-Losung, 1 x 2 mL 
VE-Wasser, 1 x 2 mL 0,1 N HCI und 1 x 10 mL VE-Wasser gewaschen, uber 
Magnesiumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar 
und 40°C Wasserbadtemperatur eingedampft. Nach Trocknen im 
Hochvakuum werden 45 mg Ruckstand erhalten (Ausbeute: 71 % d.Th.). 

2. TT232 Trifluoracetat 

39 mg (0,03 mMol) tert Butyl-geschutztes TT232 werden in 230 //L 
Trifluoressigsaure gelost und 16 h bei RT geruhrt. Dann wird am 
Rotationsverdampfer bei ca. 20 mBar und 40°C Wasserbadtemperatur 
eingedampft. Der Ruckstand wird nach Trocknen im Hochvakuum mit 1 mL 
Ether verrieben, abgesaugt gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es 
werden 33 mg Produkt erhalten (Ausbeute: 77 %). 



wo 00/11032 



PCT/EP99/06131 



- 29 - 



Patentanspruche 

1 . Verfahren zur Synthese von Biostatin (TT 232) mittels Fest- 
phasensynthese an einem polymeren Trager durch stufenwei- 
ses Aufbau des Peptids unter Verwendung von mit Schutz- 
gruppen derivatisierten Aminosauren, wonach die Schutz- 
gruppen abgespalten und das Peptid von der Festphase 
abgelost wird, wobei die Disulfidbrucke durch Oxidation des 
vollstandig oder teilweise aufgebauten Peptids in Gegenwart 
eines geeigneten Losungsmittels geschlossen wird solange das 
Peptid noch an die feste Pi^ase gebunden vorliegt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dad die Oxidation nach Aufbau des vollstandigen Peptids bewirkt 
wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dais die Oxidation vor Abspaltung der Schutzgruppen erfolgt. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

datS man zur Oxidation ein Silber-, Quecksilber- oder Thalliumsalz, 
Jod, ein Peroxid oder Sauerstoff, und insbesondere Jod in essig- 
saurer Losung oder N,N-Dimethylformamid verwendet. 



5. 



Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 
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dais man als Festphase ein eine saurelabile Ankergruppierung 
aufweisendes Polystyrol verwendet. 



6. Verfahren nach Anspruch 5, 
5 dadurch gekennzeichnet, 

daS die saurelabile Ankergruppierung eine Xanthyl- oder eine MEOBP- 
Gruppe umfaSt. 



7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
10 dadurch gekennzeichnet, 

daS man zur Synthese Aminosauren verwendet, die durch eine Fmoc- 
Gruppierung an der Aminogruppe und durch tertiare Butylgruppen an 
den Seitenketten geschutzt sind. 



15 8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man Sulfhydryl-Gruppen enthaltende Aminosauren ebenfalls mit 
Schutzgruppen versehen verwendet, 

20 9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dali man die Abspaltung des Peptids vom Polymer und die Abspal- 
tung der Schutzgruppen gleichzeitig bewirkt. 



25 10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

da&eine Aufreinigung des hergestellten Peptids nach Abtrennung von 
der Festphase durchgefuhrt wird. 



30 11. Verfahren zur Herstellung von Biostatin {TT-232) mittels 
Peptidsynthese in Losung durch stufenweisen Aufbau des Peptids 
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unter Verwendung von mit Schutzgruppen derivatisierten 

Aminosauren, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafS die Disulfidbrucke durch Oxidation des vollstandig oder teilweise 
aufgebauten Peptids in Gegenwart eines geeigneten Losungsnnittels 
geschlossen wird und das Biostatin nach Entfernen des 
Losungsmittels und gegebenenfalls Waschen erhalten wird. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 1 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Oxidation vor Abspaltung aller Schutzgruppen durchgefuhrt 
wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB als Schutzgruppen fur eine oder mehrere der Aminosauren Ddz 
verwendet wird. 
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Feld I Bemerkungen zu den Anspmchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 1 7(2)a) wurde aus folgenden Grunden fiir bestimmte Anspruche kem Recherchenbencht erstellt: 
1 . I Anspruche Nr. 

weil sie sich auf Gegenstande beziehen. zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist. namitch 



2. I [ Anspruche Nr. 

weil sie sich autTeile der internatronalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
dar3 eine sinnvolle tnternationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann. n^mlich 



3. I I Anspruche Nr. 

weil es sich dabei urn abhangige Anspruche handelt. die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaOt stnd. 



Feld H Bemerkungen bei nnangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherche nbehorde hat festgestellt, daft diese internatronale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



1 . I I Da der Anm elder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat. erstreckt sich dieser 
' — ' internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 



Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte. der eine 
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte. hat die Behorde nicht zur Zahiung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3. Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — I internatior^le Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fiir die Gebtihren entrichtet worden sind, namitch auf die 
Anspruche Nr. 



4. j I Der Anmelder hat die erforderiichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
faBt: 



Bemerkungen hinsichtlich eines Wlderspruchs | [ Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 

[ j Die Zahiung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch, 
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